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© TNF-bindende Proteine. 

9 © Die vorliegende Erfindung betrifft nichtlosliche Proteine sowie IQsliche Oder nichtlQsliche Fragmente davon, 

CO die TNF binden in horr^ogener Form, sowie deren physilogisch vertraglichen Saize, Insbesondere solche 

CO Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 55 Oder 75 kD (nichlreduzierende SDS-PAGE-Bedingungeri), 

^ Verfahren zur Isolierung solcher Proteinen AntikOrper gegen solche Proteine, DNA-Sequenzen. die fGr nichtlosli- 

rs Che Proteine sowie loaliche oder nichttSslichG Fragmente davon. die TNF binden. kodieren. wie solche, dta fur 

^ Proteine kodieren. die zurr^ einen Teil aus einam loslichen Fragment das TNF bindet und zum anderen Teil aus 

^ alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette hunnaner Immungtobullne bestehen 

O und die davon kodiertcn rekombinanten Proteine wie Vertahren zur deren Herstellung mittels transformierter pro- 
wie eukaryotiscncr Wlrtszellen, 
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TNF-BINDENDE PROTEINE 



Tumor Nekrosis Faktor « (TNF«, auch Cachectin). auf Grund seiner haemorragisch-nekrotisierenden 
Wirkung auf bestlmmt© Tumoren entdeckt. und Lymphotoxin (TNF/3) sind zwol naho verwandt9 Peptidtakto- 
ren [3] aus der Klass© der Lymphokine/Cytokine, di© im folgonden bold© als TNF bezsichnet werden (siehe 
Uebersichtsarbeiton 2 und 3]. TNF verfQgt Qber ©In brsites zellulares Wirkungsspektrum. Belspi©ls\v©ise 
besitzl TNF inhibierende oder cytotoxische Wirkung auf eine Reih© von Tumorzelllinien [2,3]. stimuliert die 
Proliferation von Fibrobtasien und die pfiagozytierende/cytotoxische AkdvltSt von myelolschen Zeiien 
[4..5,6]. induziort AdhasionsmolekUle in Endothelzellen oder Obt ©in© inhibiersnd© >A/irkung auf Endothei aus 
[7.8,9 JO], inhibiert di© Synthes© von speziftschen Enzymen in Adipozyten [11] und induziertdie Expression 
von Histokompatibilitatsantigenen [12]. IVIanche dieser TIMF-Wirkungen werden uber eine induktion von 
anderen Faktoren oder durch synergistische EFfekle mit anderen Faktoren, wi© beispielsweise Interleronen 
Oder Interleukinen erzielt [13-16]. 

TNF ist be! einer Reihe von Pathoiogischen Zustanden. beispielsweise Schockzustanden bei 
Meningococcen-Sepsis [17], bei der Entv/ickiung von AutDimmun-Giomeruionephritis bei Mausen [18] oder 
bei cerebraler IWaiaria bei Mausen [191 und beim Menschen {41] tnvolviert. Qanz aitgenr^ein scheinen die 
toxischen Wirkungen von Endotoxin durcii TNF vennlttelt zu sein [20]. Weiterhin kann TNF vvie lnterieukin-1 
Fieber ausldsen [39]. Auf Grund der pielctropen funktionellen Bgenschaften von TNF kann man annehmen, 
dass TNF in Wechselwirkung mit anderen Cytoklnen bei einer ganzen Reihe wetterer pathologischer 
ZusSnde als iviediaior von Immunantwort. EntzUndung oder anderen Prozessen beteiligt 1st, 

Diese biologischen Effekte werden durcti TNF Dber spezifische Rezeptoren vermlttelt wobei nach 
heutfgem Wissensstand sowohl TNFa wie TNF5 an die gleichen Rezeptoren binden [21]. Verschiedene 
Zelltypen unterscheiden sich in der Anzahi von TNF-Rezsptoren [22.23.24]. Solche ganz allgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durcli kovaiente Bindung an radioaktiv marklertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Molekulargswichte der eriialtenen TNF^TNF- 
BP-Komplexe ermlttelt wurden: 95/100 kO und 75 kD [24], 95 kO und 75 kD [25]. 13B kD. 90 kD, 75 kD und 

54 kD [26]. 100±5 kD [27], 97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mittels anti-TNF-Antikorper- 
immunoaffinitatschromatographie und praparativer SDS-Polyacr^Hamidgeleiektropliores© (SDS-PAGE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-Kompiex isoiiert v/erden [27]. Die reduktive Spaltung dieses Komplexes und 
anschliessende SDS-PAGE-Anaiyse ergab mehrere Banden. die allerdings niciit auf TNF-Bindeaktivitat 
getestet wurden. Da die spezifischsn Bedingungen, die zu der Spaltung des Komplexes verwendst werden 
mussen. zur inaktivierung des Bindeproteins fOl^rsn [31], Ist letzteres auch nicht moglich gewesen. Die 
Anreicherung von losiichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mittels loneneustauscher- 
Chromatographie und Gslfiltration (Molekulargewichte im Bereich von 50 kD) wurde von Olsson et el. 
beschrieben [30]. 

Brockhaus ©t al. [32] ©rhielton durch TNFa-Ligandenaffinitatschromatographio und HPLC aus Mennbran- 
extrakten von HL60-Zellen ©ine angereicherte TNF-BP-Praparation. die wiederum als Antigenpraparation zur 
Horstollung von monoklonalen Antikorpern gogen TNF-BP verwendat wurde. Unter Verv/endung eines 
solchen immobilisierten Antikdrpers (Immunaffinitatschromatographie). wurde mittels TNFa-Ligandenaffini- 
tatschromatographio und HPLC von Loctschor und Brockhaus [31] aus ©inem Extrakt von humanor Placenta 
©in© angoreichorto Praparation von TNF-BP orhalton, dio in der SDS-PAGE-Analyso oino starko broitc 
Band© bGi 35 kD. ©in© echwacho Band© bei otwa 40 kD und oino sohr echwacho Band© im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im ubrigen zeigte das Gel Im Bereich von 33 kD bis 40 kD ©inen 
Proteinhintergrundschmier, Di© Bedeutung der so erhattenen Prot©inband©n war jedoch Im Hinbiick auf di© 
Heterogenitat des ven/"/©ndet©n Ausgangsmat©rials (Placenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Placent©n) nicht klar. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind ntchtlosliche Proteinen d.h. beispielsweise Membranprotei- 
ne bzw. sogenannt© Rezeptoren. und Idsliche oder nichtlosliche Fragmente davon. die TNF binden (TNF- 
BP). in homogener Form, sowi© deren Physiologisch vertraglich© Salz©. Bevorzugt sind solche Protein©, di© 
gemass SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen durch scheinbare Molekulargewichte von etwa 

55 kD, 51 kD. 38 kD. 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 55 kD charakterisiert sind, insbesonders solch© mit 
etwa 55 kD und 75 kD. Weiterhin bevorzugt sind solche Proteine, die durch wenigstens eine der folgenden 
Aminosaureteilsequenzen g©kennz©ichn©t sind: 

(lA) Leu-Val-Pro-His-L0u-Gly-Asp-Arg-Qlu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Il©-His-Pro-Gln- 

X-Asn-Ser-lle 

fIB) Ser-Thr-Pro-Qlu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Qly-Thr-Thr-Thr-Lys 

(IIA) Ser-Gin-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Giu-Lys-Pro-Leu 
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(IIE) lle-X-Pro-Gly-Phs-6ly-Val-Ala-Tyr-Pro.Ala-Leu-Glu 

(IIF) Lau-Cys-Ala-Pro 

(HQ) Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp ^ . 3^.„^.x.;,|a.pro wobei X fOr einon Aminosaurerest steht. der 
(UH) Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-iie a Aia rro 

nicht eindautig bestimmt werdGn konnte. ^.terminale Teilsequenz charakterisiert worden 

im Stand der Technik s.nd ^erelts TNF-BP durch e ne in re^^^^^ 

[Europaische Patontanm^ldung f ^^^^^^^ untscheidet. ,m Ubrigen nand... ea 

erfindungsgamassen N'^^^'^V um aus dem Urin i^olierten 

d^^' r;:err:re:\^^^^^^^^^^^^^ - .e.Ue.undene, d... — . TNP- 

Geg.s..d d. -ege"^^^^^ ZTZ Z '^S^ dtCX^ " 

TNF-BP. Diose Verfehrsn sind dcdurch charaktansiart a t^aktes, Immunaffinitatschroma- 

gungsschritte nacheinander ausfuhrt= "^"^f '""9/ hochauflosende FlOssigkeits- 

tographie und/oder eln- odar mahrf»che ^^9%^^^^^^^^^^^^^^ (SOS-PAGE). Die Kcmbina- 

chromatographie (HPLC) und P^^P=f ^^^^^'^^^^^^^ ist fUr den EHolg des 

tion der aus dem Stand der Technik J^^^'^f .^"'^ Rahmer^ der zu lesenden Aufgabe 

e,-findunQsgomasS9r. Verfahrens ^^^enhel^ wobe. e^^^^^^^^^^ Qng«o^^ Anreicharur^g von TNF- 

BP aus humaner Placenta [31] ver.endete ''^"^""tAi^^^^^^^^^ ^^--^^^ 

nitatschrcmatographia-Schritt dadurch ^^aandart^ d-^^^^^^^^ ^.^ ,r.munaffin,tate- 

de. Diese Vorsau.e wurde zum Auftrag Ze ■ f^^^f ^"^^^ ^es Extraktas wurdan die beiden 
saule und getolgt von der Uflandenafjnrtatssau^ St u^d die TNF-BP-aktiven Fraktionen wurden 
zuletztgenannten Saulen abgekoppet. lede f ,ur die DurchlUhmng des 

nochmals uber aine Ligandenaffinitatssau^a ga e, g^^^ SerS^^^^^^^^^ Losungsmittelgemisches. 
Umkehrpha.en-HPLC-Schrittes ij '^l^^^^^'^^ZL^lSZ ^^^^^^^^^ SSugerzellen, aus denen 
Femer ist auch ein technisches Verfahren zum ^^^^J^^^^^ solches Verfahren zeichnet 

TNF-BP isoliert warden konnen. G^^n^^nd der vorl.egenden E^^^^^^^ 

3ich dadorct, aus. da.s ein Medium welchas^rd^ ^ beschriebenen 

Oder nichtiosliche Fragmente davon, die TNF '''"^e". °J^^^^- ^^^^^^^^^^^ davon. die TNF 

? (a) DNA-Saquenzen. wte sie in Figur i ooer nyui t y 

5 kocieren. ... allelische Varianten. sondern auch sotche 

Das helsst. dass won dor vorliegenden ^^'^^""9 "'^^^^g" und Additionen von einem oder 
ONA-Sequenzen umfasst sind. d.e s.ch durch Delet.o"en Sub»on ^.^^ ^^^^^ 

.ehreren Nukleotiden dor in Hgur ^^^-^.^^J ^^^^ -'^^'^ 
.odiertan Proteinen nach w,e J'^^ofg.JSf (iglS basL^^^^ 
;o argibt. ist beisp.elawe.se ^n Sc|e"ce 2g • ^ .q, ^y^,^. Protein mit einem schainbaren 

Bavorzugt sind '^'^^^''^^iX^^r^Z^^^^^ Abbi.dung 1 dargestellte Sequenz besonders 
Molekulargewicht von otwa ^5 kD Jo°,^^^^^^ Proteinen kodleren. 

bevorzugt ist. wie Sequenzen. die fu "''^^tlosliche w.e losi c y ^ ^^^iert, reicht von 

S5 Nukleotid -185 bis 1122 der .n AbNdung f/^^^" 633 bzw. von Nukleotid -14 bis 

Fragmente kodieren. sind beisplelswe.se solche d.e r*;^^^^^^^^^^ ONA-Scqaenzon, die fur ein 

633 der in Abbildung 1 gezeigten ^^'^'^^^'^'^^'^^^^^^^ dtgestClte Partielle cDNA-Sequenzen 

Protein von etwa 75/65 kD kodieren, wobei solche. d.e die in ngur y 
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enthalten. bevorzugt sind. Besonders bevorzugte DNA-Sequenzen sind in diesem Fall die Soquonzen des 
offenen Leserastera von Nukleotid 2 bis 1 177. Die Peptide HA. IIC. HE. IIF, IIG und IIH werdon von dor 
partlellsn cDNA-Sequenz in Figur 4 kodiert. v/obei die geringfUQigen Abwelchungen der experimentell 
bestimmtGn Aminosauresequenzen von der von dor cONA abgeleiteten Sequenz mit hSchster Wahrschein- 
^chkeit auf der genngeren AuflSsung der Gasphasen-Sequenzierung beruhen. Bevorzugt sind auch DNA- 
Sequenzen. die fOr nichtlosliche we ISsiiche Fragmcnte von TNF-blndenden Protelnen mit einem scheinba- 
ren Molekulargewicht von 75 kO/85 kD kodieren. ONA-Sequenzen fOr solche losllchen Fragment© konnen 
auf Qrund der Hydrophilieprofile der von den fUr solche nichtloslichen TNF-BP kodlerendsn Nukleinsaure- 
sequenzen abgeletteten Aminosauresequenzen bestimmt worden. 

Die Erfinduns betrifft weiterhin DNA-Sequenzen, die eine Kombination aus zwei Teil-DNA-Sequenzen 
umfassen. wofael die eine Teilsaquenz fOr solch© losliohen Fragmente von nichtlttslictien Protsinen dio TNF 
binden kodiert (s.o.) und die andere Teil-Sequenz. fur alle OomSnan ausser der etsten Domane der 
konstanten Region der scliweren Kette von humanen Immunglobuiinen. wie IgQ. igA. Iglvl bzw IgE kodiert 

Die vorliegende Erflndung betriffl naturlich auch die von solchen DNA-Sequenzen kodierten rekombin- 
anten Proteine. Selbstverslandlich sind dabei auch solche Proteine umfasst. in deren Aminosaurescquen- 
zen beispielsweise mittels gezlelter iy/lutagenese. Aminosauren so ausgetauscht worden sind, dass dadurch 
di6 Akbvitat der TNF-BP oder deren Fragmente. namlich die Bindung von TNF oder die Wechselwirkung 
mit anderen. an der SignalUbertragung beteiligten Membrankomponenten. in einer gewOnschten Art veran- 
dert Oder erhalten wurden. Aminosaureaustausche in Proteinen und Peptiden. die Im allgemelnen die 
Aktvitat solcher Molekiile nicht verSndem, sind im Stand der Technik bekannt und beisplelsweise von H 
Neurath und R.L Hill in "The Proteins" (Academic Press, New York, 1979, siehe besonders Figur 6. Ssite 
14) beschnoben. Die am hSuflgsten vorkommenden Austausche sind: Ala/Ser. Val/lle Asp/Glu Thr/Ser 
AlaGly. Alaahr, Ser/Asn. Ala/Val. Ser/Qly. Tyr/Phe. Ala/Pro, Uys/Arg. Asp/Asn. Leu/lle, Leu/Val', Ala/Glu' 
Asp/Gly. sowie solche in umgekehrter Weise. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Vektoren die 
erfindungsgemSsse DNA-Sequenzen enthalten und zur Transformation von geeignelen pro- wie eukaryotl- 
schen WIrtesystemen geeignot sind. wobel solche Vektoren bevorzugt sind, deren Verwendung zur 
acpressfon der von den erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kodierten Proteine fOhrt, Schliessllch betrifft 
die vorliegende Erfindung auch noch mit solchen Vektoren transformicrte Pro- wie eukaryotische Wirtssy- 
steme. wie Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemassen rekombinanten Verbindungen durch Kultivie- 
rung soldier WIrtssysteme und anschliessende Isollemng dieser Verbindungen aus den Wirtssystemen 
selbst Oder deren KulturiJberstanden. 

Qegenstand der vorliegendon Erfindung sind auch pharmazeutische Praparate. die wenigstens eines 
dieser TNF-BP oder Fragmente devon. gewOnschlenfalls in Verblndung mit weiteren pharmazeutisch 
wirksamen Substanzen und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutlsch vortreglichen Tragermaterlallen 
35 enthalten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft schliesslich die Verwendung solcher TNF-BP einerseits zur Herstel- 
lung pharmazeutischer PrSparate bzw. andererseits zur Behandlung von Krankheiten. bevorzugt solchen in 
deren Verlauf TNF involviert ist 

Ausgangsmaterial fUr die erfindungsgemassen TNF-BP sind ganz allgemein Zellen. die solche TNF-BP 
40 in membrangebundener Form enthalten und die dem Fachmann ohne BeschrSnkungen allgemein zuganq- 
iich-stnd, wie beisplelsweise HL60- [ATCC Nr. CCL 240]. U 937- [ATCC Nr. CRL 1S93] SW 480- [ATCC Nr 
CCL 228] und HEp2-Zell9n [ATCC Nr. CCL 23). Oiese Zellen kdnnen nach bekannten Methoden des 
S andes der Technik [40] oder zum Erzielen hohsr Zelidichten nach dem bereits allgemein und im Detail fur 
HLeO-Zellen in Beisplel 2 beschrlebenen Verfahren kultiVlert warden. TNF-BP kOnnon dann nach bekannten 
45 Methoden des Standes der Technik mittels geeigneter Oetergenzien. beisplelsweise Triton X-IU i-o-n- 
°^^lf^-^^^^°Pyf^°^^ (Octylgluccsid), oder 3-[{3-Cholylamidopropyl)-dimBthylammonlo]-1-propan sulfo- 
nat (CHAPS), im besonderen mittels Triton X-100, aus den aus dem Medium abzantrifugierten und 
gewaschenen Zellen exlrahiert warden. Zum Nachweis solcher TNF-BP kCnnen die Oblicherweise verwen- 
TMr-TM^"'^''^'^'"®"'"'^®" beisplelsweise eine Polyathylenglykol-induzierte Fallung des '^^l- 

TNF/TNF-BP-Komplexes [27], im besonderen Filterbindungstests mrt radioaktiv marklertem TNF gemSss 
Beispiel 1, verv/endet werden. Zur Gewinnung dor erfindungsgemassen TNF-BP konnen die generell zur 
Reinigung von Proteinen, Insbesondere von Membranproteinen. verwendeten Methoden des Standes der 
^*'cn;'*n!i?t'"''®'®''®'^^ lonenaustausch-Chromatographie. GelfiltraUon, AffinltatschromatOQraphle. HPLC 
T^fcto fj^'^®"''^^ bevorzugte Methoden zur Herstellung erfindungsgemasser 

TNF-BP sind Affinitatschromatographle. Insbesondere mit TNF-« als an die Festphase gebundenen Lioan- 
don und Immunaffinitatschromatographie. HPLC und SDS-PAGE. Die Elution von mittels SDS-PAGE 
aufgetrennten TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie erfolgen, beisplelsweise 
mittels Elektroelution nach Hunkaplller et al. [34], wobei nach heuligem Stand des Wissens die dort 
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angegebenen Elektro-Dialysezeiten generoll zu verdoppein sind. Danach noch verbleibende Spuren von 
SDS konnen dann gemass Bosserhoff et al. [50] entfemt werdon. 

Die so gcsreinigten TNF-BP konnen mittels der im Stand der Technik bekanrten Mothoden der 
Peptidchemie. v/ie beispielsweise N-terminale Aminosauresequenzierung Oder enzymatische wie chsmische 
5 Peptidspattung charakterisiert werden. Durch enzymatischo Oder chemischo SpaHung erhaltene Fragmente 
konnen nach gangigen Methoden. wie beispielsweise HPLC, aufgelrennt und selbst wieder N-terminal 
sequeniiiert werden. Seiche Fragmente, die selbst noch TNF binden. konnen mittels der obengenannten 
Nachweismethoden fiir TNF-BP identifiziert werden und sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung. 

10 Ausgehend von der so erhaltlichen Aminosauresequenzinformation oder den m Rgur 1 wie Figur 4 
dargestellten DNA- wie Aminosaurescqucnzen kdnnen unter Beachtung der Degeneration des genetischen 
Codes nach im Stand der Technik bekanrten Methoden geeignete Oligonukteotide hergesteilt werden [51]. 
Mittels dieser konnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbioiogie [42.43] cDNA- Oder 
genomische DNA-Banken nach Klonen. die fOr TNF-BP kodlerende NukleinsSuresequenzen enthalten. 
/5 abgesucht werden. Ausserdem k5nnen mittels der Polynnerase-Kettenreatction (PGR) [49] cDNA-Fragmente 
klqniert werden. indem von zwei auseinanderliegenden. relativ kurzen Abschnltten der AminosSuresequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes vollstandig degenerierte und in ihrer Komplementarltat geeignete 
Oligonucieotide als "Primer" eingesetzt werden. wodurch das zwischen diesan belden Sequenzen llegende 
Fragment amplifiziert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotldsequenz eines derartigen 
20 Fragmentes ermdglicht eine unabhanglge Bestimmung der Aminosaure-Sequenz des Protelnfragments, fur 
das OS kodiert. Die mittels der PGR erhaltlichen cDNA-Fragmente kOnnen ebenfalls. wie bereits lOr die 
Oligonukleotide selbst beschrieben. nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fOr TNF-BP kodierende 
Nukleinsauresequenzen enthaltendcn Klonen aus cDNA- bzw, genomische DNA-Banken venwendet werden. 
Solche Nukleinsauresequenzen konnen dann nach bekannten Methoden sequenzlert werden [42]. Aufgrund 
as der so bestimmten wie der fOr bestimmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen konnen solche 
Teilsequenzen. die fUr Idsiiche TNF-BP-Fragmente kodieren. bestimmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Qesamtsequanz hcrausgeschnitten werden [42]. 

Die gesamtc Sequonz Oder solche Teiisequenzen konnen dann mittels bekannter Methoden in im Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervieltaitigung wie Expression in Prokaryoten integriert 
30 wordon [42], Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien. wie beispielsweise E. coli Stamme. wie E. coH HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W3110 iATCC Nr. 27 325] Oder B. subtilis StSmme dar. 

Weiterhin konnen erfindungsgemSsse Nukleinsauresequenzen. die fiir TNF-BP sowie fur TNF-BP- 
Fragmente kodieren. in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukatyotischen Wirtszellen. 
35 wie beispielsweise Hefe. tnsekten- und Saugerzellen. miUels bekannter Methoden integriert werden. 
Expression solcher Sequenzen erfolgt bevorzugt in SSuger- wie Insektenzellen. 

Ein typischer Expressionsvektor fQr Saugerzellen enthalt ein effizientes Promotorelement, urn eine gute 
Transkriptionsrate zu erzielen. die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signale fiir eine effiziente Termina- 
tion und Polyadenyllerung des Transkripts. Weitere Elemente, die veiv/endet werden konnen. sind 
40 "Enhancer^ welche zu nochmals verstarkter Transkription fuhren und Sequenzen. welche z.B. eine langere 
Halbwertszeit der mRNA bewlrken konnen. Zur Expression von Nukleinsauresequenzen. denen das endo- 
gene fur ein Signalpeptid kodlerende Sequenzstiick fehit, konnen Vektoren verwendet werden, die solche 
geeignete Sequenzen. die fur Signalpeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren. enthalten. Siehe 
beispielsweise der von Cullen. S.R. in Cell 46 . 973-982 (1986) beschriebene Vektor pLJ268 oder auch bei 
4S Sharma. S. et al. in "Current Communications in Molecular Biology", edt. by Gething. MJ.. Cold Spnng 
Harbor Lab. (1985). Seitan 73-78. 

Die meisten Vektoren. die ftjr eine transiente Expression einer bestimmten DNA-Sequcnz in Saugerzel- 
len venA/endet werden, enthalten den Replikationsursprung des SV40 Virus. In Zellen, die das T-Antigen des 
Virus exprimieren, (z.B. COS-Zeilen). werden diese Vektoren stark vermehrt. Sne vorubergehende Expres- 
50 sion ist aber nicht aut COS-Zellen beschrankt. Im Prinzip kann jede transfektlerbare SaugerzellUnle hierfur 
verwendet werden. Signale. die eine starke Transkription bewirKen konnen. sind z.B. die frUhen und spaten 
Promotoren von SV40, der Promoter and Enhancer des "major im mediate-early" Gens des HCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats") von fletroviren. wie beispielsweise RSV, 
HIV und MMTV. Es konnen aber auch Signale von zellularen Genen, wie z.B. die Promotoren des Aktin- 
56 und Collagenase-Gens, verwendet werden. 

Allemativ konnen aber auch stabile Zelllinien. die die spezifische DNA-Sequenz im Qenom 
(Chromosom) integriert haben. erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit einem 
selektierbaren Marker. z.B. Neomycin. Hygromycin, Dlhydrofolat-Reduktase (dhfr) oder Hypoxanthtn- 
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Guanin-PhosphoriboayltrBnaferase (hgptj kotransfektiert. Die stebil ins Chromoaom eingebaute DNA-Se- 
quenz kann auch noch stark vermehrt warden. EIn geeigneter Solektionamarker hierfGr ist beispielsweise 
die Dihydrofolat-Reduktase (dhfr). Saugerzellen (z.B. CHO-Zellen), v/elche kein intaktes dhfr-Gen entbaiten. 
werden hierbei nach erfolgter Transfeklion mit steigenden Mengen von Methotrexat inkubiert. Auf diese 
Woise konnen Zelllinien erhalten werden, welche mehr als tausend Kopion der gewOnschten DNA-Sequenz 
enthalten, 

Saugerzellen. welche Kir die Expression verwendet werden konnen. sind z.B. Zellen der menschlichen 
Zelllinien Heia [ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 1573], sowie 3T3- [ATCC CCL 163) und L-Zellen. z.B. 
[ATCC CCL 149], (CHO-Zellen [ATCC CCL 61L BHK [ATCC CCL lOl-Zellen sowie die CV 1 [ATCC CCL 
70]- und dia COS-Zclllimcn (ATCC CRL 1650, CRL 1651]. 

Geeignete Expressionsvektoren umfassen beispielsweise Vektoren wie pBC12Ml (ATCC 67 109], 
pSV2dhfr [ATCC 37 146], pSVL [Pharmacia, Uppsala. Sweden], pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia, Uppsala. Sweden). Besonder bevorzugta Vektoren sind die in Beispiel 9 venwendeten Vektoren 
"pK19" und "pN123". Diese konnen aus den mit ihnen transformierten E. coIi-Stannmen HB101(pK19) und 
HB101(pN123) nach bekannten Msthcden isollert warden [42]. Ores© E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von (Vlikroorganismsn und Zellkuituren GmbH (DSM) in Braunschweig, 
BRD untcr DSM 57B1 fQr HB101{pK19) und DMS 5764 fur HB101(pN123) hinterlegt. Zur Expression der 
Proteine, die aus ainem loslichan Fragment von ntchtlosllcnen TNF-BP und einem (mmunglobulinantetl. d.h. 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette, bestehen. eignen sich 
besonders pSV2 abgeleitete Vektoren wie beispielsweise von German, C. in "DNA Cloning" [Vol. II.. edt von 
Gkjver. D.M., IRL Press. OxTord, 1985] beschrieben. Besonders bevorzugte Vektoren sind dia bei der 
Dsutsc'nen Sammlung von Mlkroorganismen und Zellkuituren GmbH (OSIVi) in Braunschweig. BRD hlnter- 
legten und in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 90107393.2 genau beschrtebenen Vektoren pCD4-Hy. 
(DSM 5315), PCD4-H7I (DSM 5314) und pCD4-H73 (DSM 5523). Besagte EuropSische Patentschrltt wie die 
in Beispiel 11 angegebenen aquivalenlen Anmeldungen enthalten auch Angaben bezuglich der weiteren 
Venwendung dieser Vektoren zur Expression von chimaren Proteinen (siehe auch Beispiel 11) wte zur 
Konstnjktion von Vektoren fur die Expression von solchen chimaren Proteinen mit anderen Immunglobutin- 
anteilsn. 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hangt vom gewShlten Expressions- und 
Vektorsystem ab. Eine Uebersicht Qber diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et al., "DNA Transfor- 
mation of Mammalian Cells" In "Methods in Molecular Biology" (Nucleic Acids Vol. 2, 1984, Walker, J.M.. 
ed, Humana, Clifton. New Jersey]. Weltere l\ylethoden findet man bei Chen und Okayama ["High-Efficiency 
Transformation of Mammalian Cells by Plasmid DNA", Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752. 1987] und 
bei Feigner [Feigner et al.. "Lipofectin: A highly efficient. Sipid-medlated DNA-transTection procedure". Proc. 
Nat Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417. 1987]. 

Zur Expression in Insektenzellen kann das Baculovirus- Expressions-System, welches schon fur die 
Expression einer Reihe von Proteinen erfoigreich eingesetzt worden ist (fGr eine Uebersicht siehe Luckow 
and Summers, Bio/Technology 6 , 47-55. 1988). verwandet werden. Rekombinante Proteine konnen 
autiientisch oder als Fusicnsproteine hergestellt werden. Die so hergestellten Proteine konnen auch 
modifiziert, wie beispielsweise glykosyliert (Smith et a!.. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82 . 8404-8408, 1987) 
sein. Fur die Herstellung eines rekombinanten Bacuiovlrus. der das gewOnschte Protein eKprimiert, 
verwendet man einen sogenannten "Transfervektor". Hierunter versteht nnan ein Plasmid, welches die 
heterologe DNA-Sequenz unter der Kontrolle eines starken Promoters. z.B. dem des Polyhedringens. 
enthalt, wobei diese auf beiden Seiten von viralen Sequenzen umgeben ist, Besonders bevorzugte Vektoren 
sind die in Beispiel 10 verwendeten Vektoren "pNIIS". "pN119" und "pN124". Diese konnen aus den mit 
ihnen transformierten E. coli-Stammen HBl01(plM1l3). HB101(pN119) und HB1Q1(pNl24) nach bekannten 
Methoden isollert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganlsmen und Zellkuituren GmbH (DSM) in Braunschweig. BRD, unter DSM 5762 fur 
HB101(pN1l3). DSM 5763 fur HB101(pN119) und DSM 5765 fQr HB101(pN124) hinterlegt. Der Transfgrvek- 
tor wird dann zusammen mit DNA des Wildtyp-Baculovirus in die Insektenzellen transfektiert. Die in den 
Zellen durch homologe Rekombination entsfehenden rekombinanten Viren konnen dann nach bekannten 
Methoden tdentifiziert und isoliert werden. Eine Uebersicht Qber das Baculovims-Expressionssystem und 
der dabei venwendeten IVIethoden findet man bei Luckow und Summers [52]. 

Exprimierte TNF-BP wie ihre nichtloslichen Oder losltchen Fragmente konnen dann nach im Stand der 
TGchnik bekannten Methoden der Proteinchemie. wie beispielsweise den bereits auf Seiten 5-6 beschriebe- 
nen Vertahrens aus der Zellmasse oder dsn Kulturtiberstanden gereinigt werden. 

Die erfindungsgemass erhaltenen TNF-BP konnen auch als Antigene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen AntikOrpern nach bekannten Methoden der Technik [44.45] oder gemSss dem In Beispiel 3 
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beschriebsnen VerfahTen verwendet werden. Solche Antikorper. insbesondere monokionale Antikorper 
gegen die 75 kD-TNF-BP-Spezies. sind ebenfatis Gegenstand der vorliegerden Erfindung. Solcha gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichtete Antikorper kcnnen durch dem Faciimann gelaufige Modifikationen des in den 
Beisplelen 4-6 im Detail beschrlebenen Reinigungsverfahrens 2ur Isolierung von TNF-BP eingesetzl werden. 

5 Auf Gnjnd der hohen Bind ungsaffini tat erfindungsgemasser TNF-BP fur TNF (Kd-Werte in den Grfis- 
senordnungen von 10-^ - 1"''°M) konnen diese oder Fragmente davon als DIagnostika zum Nachweis von 
TNF in Serum oder anderen KorperfiUssigkeiten nach im Stand der Technik bekannten Mathoden. 
beispielsweise in Festphasenblndungstests oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikorpern in sogenannten 
"Sandwich "-Tests, dngesetzt v/erden. 

10 Im Obrigen konnen erfindungggemasse TNF-BP einersehs zur Reinigung von TNF und andererseits 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemassen TNF-BP sowie deren physiologisch s/ertragliche Saize, die nach im Stand dor 
Technik bekannten Methoden hergestellt werden konnen, konnen auch zur Hersteilung von pharmazeuti- 

75 schen Praparaten. vor allem soichen zur Behandlung von Krankheiten, ber deren Verlauf TNF tnvolviert ist. 
ven/vendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der genannten Verbindungen. falls wunschenswert bzw. 
erforderfich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen, mit den ubiichorwelse verwen- 
deten festen oder flussigen Tragerm ate ri alien in bekannter Weise verarbeitet werden. Die Dosierung solcher 
Praparate kann unler Berucksichtigung der Cblichen Kriterien in Analogic zu bereits verwendeten Prapara- 

20 ten ahnlicher Aktivitat und Struktur erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben wordcn ist. sollen die folgenden Beispiele 
Einzelheiten der Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weiss eingeschrankt 
wird. 



2S 
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30 Nachweis von TNF-blndenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in einem Filtertest mit humanem radio-jodiertem ^^^l-TNF nachgewiesen, TNF 
(46 47) wurde mit Na^^s i (tMS40. Amersham. Amersham, England) und lodo-Gen (#28600, Pierce 
Eurochemie. Oud-Beijeriand. Nrederlande) nach Fraker und Speck [48] radloaktiv makiert. Zum Nachweis 

35 der TNF-BP wurden isollerte Membranen der Zeilen oder ihre solubilisierten, angereicherten und gereinig- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u, BioRad, Richmond. California. USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden dann in Pufferlbsung mit 1% entfettetem Miichpulver blockiert und anschtiessend mit 
5M05 cpm/ml -^si-TNFa (a3-1.0*10« cpm/ug) in zwei AnsStzen mit und ohne Beigabe von 5ug/mt nicht- 
markiertem TNFa inkubiert. gewaschen und luftgetrocknet Die gebundene Radioaktivltat wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder in einem ^-Counter gszahit Die spezihsche l-TNF-^- 
Bindung wurde nach Korrektur fOr unspezlfische Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem TNF-a im 
Ueberschuss ermittelt Die speziftsche TNF-Bindung im Filtertest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen gemessen und nach Scatchard analysiert [33]. wobei ein K,-Wert von -IQ-^-IO-^om ermittelt wurde. 

45 

Beispiel 2 



50 Zellextrakte von HL-60-ZelIen 

HL60 Zeilen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimentellem Labonmasstab in einem RPMl 1640- 
Medium [GIBCO-Katalog Nr. 074-01800], das noch 2 g/l NaHC03 und 5% fotales Kalberserum enthiet in 
einer 5% COa-Atmosphare kultiviert und anschliessend zentrifugiert. 
55 Zum Erzielen hoher Zelldichten in technischem Masstab wurde folgendernf^assen verfahren. Die 
Zuchtung wurde in einem 75 I Airliftfermenter (Fa. Chemap. Schwelz) mit 58 I Arbeitsvolumen durchgofOhrt. 
HierfOr wurde das Kassettenmsmbransystem "PROSTAK" (Mlllipore. Schweiz) mit einer Membranflache 
von 0,32 m2 (1 Kassette) in den ausssren Zirkulationskreislauf integriert. Das Kulturmedlum (siehe Tabelle 
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1) wurds mit einer Watson-Marlow Pumpen TYP S03U. mit 5 l/min. umgepumpt. Nach einor Dampfsterilisa- 
tion def Aniegen wolDei das "PROSTAK" System im Autoklaven separat sterilisiert wurde. wurde die 
Fermentation mit v/achsenden HL-60 Zeilen aus einem 20 I Airliftfermenter (Chemap) gestartet. Die 
ZellzGchtung im Impffenmenter erfolgte im konventionellen Batchverfahren in dem Medium gemass Tabelle 

5 1 und einem Startzelltiter von 2x10- Zellen/ml. Nach 4 Tagen wurde der HUBQ Ansatz mit einem Titer von 
4.9x10^ Zelten/mi in den 75 I Fermenter Qberfuhrt. Oer pH-Wert wurde bei 7,1 und der pOj Wert bet 25% 
Sattigung gehallen. wobei der Sauerstoffeintrag durch eine mikroporose Fritte erfolgte. Nach anfanglicher 
Batchfermentation wurde am 2. Tag die Perfusion bei einem Zeliliter von 4x10^ Zelien/ml mit 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet Auf der Rltratseite der Membran wurdo das konditionierte Medium 

10 abgezogen und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt. Das Zulaufmedium wurde wie folgt 
verstarkt Primatone von 0,25% auf 0.35%, Glutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g/l auf 6 g/l. 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 I Medium^Tag und am 5. Tag auf 100 I Modium/Tag 
erhoht. Nach 120 Stunden der kontinuierlichen ZGchtung wurde die Fermentation beendet- Unter den 
gegebenen Fermentationsbedingungen erfolgte exponentielles Zellwachstum bis 40x1 0« Zcllen/ml. Die 

IS Verdopplungszeit der Zellpopulation betrug bis 10x1 0« Zelien/ml 20-22 Stunden und stieg dann mit 
zunehmender Zelldichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil der lebonden Zellen tag wahrend der gesamten 
Fermentationszeit bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. 12* C heruntergekOhlt 
und die Zellen durch Zentrifugatlon (Beckman-Zentrituge [Model! J-6B. Rotor JS], 3000 rpm. 10 min.. 4' C) 
geerntet. 

20 

Tabelle l 



26 



HL-60 Medium 

Komponenten Konzentracionen 

ina/1 

CaCl^ (wasserfrei) 112,644 



30 Ca(NO^)2*4H20 20 

CuS0^*5H^0 0,498*10 

Fe(NO^ K -gH O Or 02 
3 3 2 

FeSO »7H O 0,1668 

35 4 2 

KCl 336.72 

KNO3 0,0309 



-3 



40 



MgCl (wasserfrei) 11.444 



45 



50 



55 
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MgSO^ (wasserf rei ) 
NaCl 

Na^HPO^ (wasserfcei) 
2 4 

NaH^PO •H^O 
2 4 2 

Na2SeO^*5H20 

ZtiSO •7H^0 
4 2 

D-Glucose 

Glutathion (red.) 

Hepes-Puff 

Hypoxanttlin 

Llnols^ure 

Liponsdure 

Phenolrot 

Putrescin 2HC1 

Na-Pyruvat 

Thymidin 

Blot in 

D-Ca -Panto t he nat 

cholinctilorid 

Fols^ure 

i-Inositol 

Niaclnamid 

Nicotinamid 

para-Aminobenzoesaure 

Pycidoxal HCl 

Pyridoxin HCl 

Riboflavin 

Thiamin HCl 

Vitamin B^^ 

L-Alanin 

L-Asparaginsauce 
L-Aspacagin H^O 
L-Arginin 
L-Arginin HCl 
L-Aspartat 



68, 37 
5801.8 
188.408 
75 
9.6»10" 
0.1726 

4000 

0.2 
2383.2 
0.954 
0.0168 
0.042 

10.24 
0,0322 

88 
0,146 
0,04666 
2.546 
5,792 
2.86 

11, 32 
2.6 

0. 0074 
0,2 

2. 4124 
0.2 

0.2876 
2. 668 
0, 2782 

11,78 
10 

14r 362 
40 

92, S 
33, 32 
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30 



35 



40 



45 



L-Cyetin 2HC1 62.04 

L-Cystein HC1«H20 7,024 

L-Glutaminsaure 3 6, 94 

L-'Glutamin 730 



JO L-Glycin 



L-Prolin 
25 L-Secin 



21. 5 



L-Histidin 3 

L-HXBtidln HC1»H20 27.392 

L-Hydr oxypyro 1 in 4 

L-l8oLeucia 73 ^ 738 

L-Leucin 75,62 

L-Lysin HCl 102.9 

L-Mettiionin 21. 896 

L-Phenylalanin 43 ^ 592 



26,9 
31.3 

L-Threonin 53 

L-Tryptophan 11,008 

L-Tyrosin»2Na 69,76 

L-Valin 62,74 

Peaicillin/Streptomycin 100 U/ml 

Insulin (human) 5 ^q/ml 

Tranferrin (human) 15 |ig/mi 

Rindetsecumalbumin 67 ug/ml 
Priruatone RL (Sheffield Products, 

Norwich NY, USA) o.25% 
Pluronic F68 

(Secva, Heidelberg. BRD) 0.01% 

Fotales Kalberserura 0,3-3% 



Das Zentrifugat wurde mit isotonem Phosphatpuffer (PBS; 0.2 g/l KCI. 0.2 g/l KH2PO4, 8.0 g/1 Nad, 2,16 
60 g-l NaaHPO* * 7H2O), der mit 5% Dimethylformamid. 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin, 10 uM 
Leupeptin, 1 tiM Pepstetin. 1 nnM o-Phenanthrotin. 5 mM Jodacetamid, 1 mM PhenylmethylsulfonylFluorid 
versetzt war (im folgenden als PBS-M bezeichnet), gewaschen. Die gewaschenen Zelien wurden bei einer 
Dichte von 2.5 '10^ Zellen/ml in PBS-M mit Triton X-100 (Endkonzentrat'on 1.0%) extrahiert. Der Zellextrakt 
wurde durch Zentrlfugalion geklart (IS'OOO x g, 1 Stunde; 100 000 x g, 1 Stunds). 

55 

Beispiel 3 
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Pufferlosungen gewaschen: (1) PBS, 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin; (2) PBS, 
0,1% Triton X-100, 0.5M NaCI, 10 mM ATP. 10 mM Benzamidin, 100 E^mi Aprotinin; und (3) PBS, 0,1% 
Triton X-100. 10 mM Benzamidin, 100 E'ml Aprotinin. Sowohl die Immun- als auch dio TNFa-Ligand- 
Affinrtatssaule wurden dann mit 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCI, 0,2% Decylmaltoside, 10 mM 

6 Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin jede fur sich eluiert. Die im Filtertest gemass Beispiei 1 aktiven Fraktionen 
jeder Saule wurden danach jeweils vereint und mit 1M Iris pH 8,0 neutralisiert. 

Die so vereinten TNF-BP-aktiven. Fraktionen der Immun-Affinltatschromatographie ©inerseits und der 
TNFa-Ligand-Affinitatschromatographie andererseits v/urden zur weiteren Reinigung nochmals auf je eine 
klains TNFo-Ligand-Affinttatssaule aufgetragen. Danach wurden diese beiden Saulen mit je 40 ml von (1) 

70 PBS. 1,0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin. (2) PBS. 0,1% Triton X-100. 0,5M NaCI. 
10 mM ATP. 10mm Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. (3) PBS. 0.1% Triton X-IQO. (4) 50 mM Tris PH 7.5, 
150 mM NaCI. 1,0% NP-40, 1.0% Desoxycholat. 0,1% SOS. (5) PBS. 0,2% Decylmaltosid gewaschen. 
AnschliGSsend wurden die Saulen m'lt 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NeCI, 0,2% Decylmaltosid eluiert. 
Fraktionen von 0.5 ml von jeder Saule wurden fOr sich gesammelt und die gemass Ritertest (Beispiei i) 

15 aktiven Fraktionen von jeder Saule jaweils flir sich vereint und in einer Centricon-Einheit (Am'icon, 
Molekutargewichts-Ausschluss lo'ooO) aufkonzentriert. 



Beispiei 5 

20 



Auftrennung mittels HPLC 

25 Die gemSss Beispiei 4 erhaltensn aktiven Fraktionen wurden gemSss ihrer unterschied lichen Herkunft 
(Immun- bzw. Ligand-Affinltatschromatographie) jeweils fOr sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-Sauten 
{ProRPC, Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% Trifiuoressigsaure, 0,1% Octylglucostd ©quilibriert worden 
waren, aufgetragen. Die Saulen wurden dann mit einem linearen Acetonitril-Gradienten (0-80%) im gleichen 
Puffer bei einem Fluss von 0.5 mt/'mln eluiert. Fraktionen von 1 ,0 ml wurden von jeder Saule gesammelt 

30 und die aktiven Fraktionen von jedsr Saule fOr sich vereint (Nachweis gemass Beispiei 1). 



Beispiei 6 



35 

Auftrennung mittels SDS-PAGE 

Die gemass Beispiei 5 erhaltenen und gemass Ritertest (Beispiei 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
40 SDS-PAGE gemass [34] weiter aufgotrennt. Dazu wurden die Proben in SDS-Probanpffer wahrend 3 
Minuten auf 95 'C erhitzt und anschliessend auf einem 12% Acryiamid-Trenngel mit einem 5%igen 
Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt. Ais Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine verwendet: Phosphorylase B (97,4 kD), BSA 
(68.2 kD), Ovalbumin (42.7 kD). Carbosnhydrase (31.0 kD), Soya Trypsin-lnhibitor (21.5 kD) und Lysozym 
45 (14.4 kD). 

Unter den genannten Bedingungen wurden fur Proben. die gemass Beispiei 4 durch TNE-or-Ligandenaf- 
finltatschromatographie von Immunaffinitatschromatographieeluaten erhalten und durch HPLC gemass Bei- 
spiei 5 weiter aufgetrennt worden waren, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei schwachere Ban den 
von 38 kD. 36 kD und 34 kD erhalten. Diese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad. 

50 Richmond. California. USA) elektrophoretisch wahrend 1 Stunde bei 100 V in 25 mM Tris. 192 mM Giycin. 
20% Methanol auf eine PVDF-Membran (Immobilon. Miilipore. Bedford. Mass. USA) transferiert. Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0.15% Serva-Btau (Serva. Heidelberg. BRD) in 
Methanol/'Wasser/Eisessig (50/40/10 Volumenteile) auf Protein gefarbt oder mit entfettetem Milchpulver 
blockiert und anschliessend zum Nachweis von Banden mft TNF-BP-Aktlvitat mit '^^l-TNFa gemass den in 

55 Beispiei 1 beschriebenen Filtertestbedingungen inkubiert. Dabei zeigte sich. dsss alle in der Proteinfarbung 
zur Darstellung gelangten Banden spezifisch TNFa banden. Alle diese Bandon banden Im Western Blot 
nach Towbin et al. [38] auch den gemass Beispiei 3 hergestellten monoklonalen Anti-55kD-TNF-BP- 
Antikorper. Dabet wurde ein gemass dem in Seispiei 1 beschriebenen Verfahren mit Na'^ I radioaktiv 

12 
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Herstellung von monoklonalen (TNF-BP)-Antik6rpem 

□n Qemass Beispiel 2 erhaltener Zentrifugattonsuberstand aus Kultiviorung von HLSO-Zellen ina 
experimentellen Labormasstab wurde im Verhaltnis 1:10 mit PBS verdunnt. Der verdunnte Ueberstand 

5 wurde bei 4*C auf eine Saule aufgetragen (Russrate: 0.2 ml/min.), dio 2 ml Affigel 10 enthieit (Bio Had 
Katatog Nr. 153-6099), an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-a [Pennica, D. et al, (1984) Nature 312 , 
724: Shirai, T. et al. (1985) Nature 313 . 803: Wang. A.M. at al. (1985) Science 228 , 149] gemSss den 
Empfehlungen des Herstellers gekoppeh worden war. Die SSute wurde bei 4'C (M einer Durchflussrate 
von 1 ml/min zuerst mit 20 mi PBS. das 0.1% Triton X 114 enthisit und danacli mit 20 mi PBS gewasclien. 

in So angereichertes TNF-BP wurde bei 22' C und einer Fiussrato von 2 ml/min mit 4 ml 100 mM Glycin. pH 
2.8, 0,1% Decylmaltosid eluiert. Das Eluat wurde in einer Centricon 30 Bnheit [Amicon] auf 10 al 
konzentriert. 

10 ul dieses Eluates wurden mit 20 ul vollstandigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemischt. Ja 10 ul der Emulsion wurden gemass dem von Holmdahl, R. et al. [(1985), J. Immunol. Methods 
15 83 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0. 7 und 12 in cine hintere Fusspfote einer narkotisierten 
Balb/c-Maus injiziert. 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getdtet, der popliteaie Lympliknoten herausgenommen, 
zerklelnert und in Iscove's Medium (IMEM. GIBCO Katalog Nr. 074-2200). das 2 g/l NaHCOs snthlelt, durch 
wiederholtes Pipettieren suspendiert. Gemass einem modifizierten Verfahren von De St.Groth und Schel- 

20 degger [J. Immunol. Methods (1980). 35 , 1] wurden 5x1 0^ Zellen des Lymphknotens mit 5x10^ PAI iviaus- 
Myeiomazellen (J.W. Stocker et al.. Research Uisclosure. 217. Mai 1982, 155-157). die sich in :ogarithmi- 
schem Wachstum betanden, fusloniert. Die Zellen wurden gemischt. durch Zentrifugatlon gesammelt und 
durch leichtes Schuttein in 2 ml 50% (v/v) Polyethylenglycol In IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch iangsame Zugabe von 10 ml IMEM wShrend 10 Minuten vorsichtigen Schuttelns verdunnt Die 

25 Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 ml vollstandigem Medium [IMEM 20% fotales 
Kalberserum, Glutamin (2.0 mM), 2-Mercapt08thanol (100 nM), 100 uM Hypoxanthine. 0.4 uM Amrnopteri- 
ne und 16 uM Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 Qewebekuiturschalen, die 
jeweils 96 Vertiefungen enthielten, vertellt und ohne Wechsel des Mediums bei 37' C in einer Atmosphare 
von 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 11 Tags lang inkubiert. 

30 Die Antiktirper zeichnen sich aus durch ihre inhlbierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zelien 
odor durch ihre Bindung an Antigen im Filtertest gemMss Beispiel 1. Zum Nachv/eis der biologischen 
AktivltSt von antl(TNF-BP)-Antikorpern wurde folgendermassen verfahren: 5x1 0^ HL60 oder U937- Zellen 
wurden in vollstandigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affinitatsgereinigten monokfonalen anti-(TNF- 
BP)-Antikdrpem oder Kontrollantikorpern (d.h. solchen, die nicht gegen TNF-BP gerlchtet sind) in einem 

35 Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. Nach einer Stunde Inkubaiion bei 37 C wurden 
die Zellen durch Zentrifugation gesammelt und mit 4,5 ml PBS bei O'C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
vollstandigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2), das zusMtzlich 0.1% Natrlumazid und '2S|_jNFa (lO^ 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmarkrertem TNFo (s.o.) enthieit. resuspendiert. Die spazifische 
Radioaktivltat des '^^l-TNFa betrug 700 Ci/mmol. DI0 Zellen wurden 2 Stunden bei 4'C inkubiert. 

40 gesammalt und 4 mal mit 4,5 ml PBS. das 1% BSA und 0,001% Triton X 100 (Fluka) snthielt, bei O'C 
gewaschen. Die an die Zellen gebunden© Radioaklivitat wurde In einfem -yr-Scintillations-zahter gemessen. In 
einem verglelchbaren Experiment wurde die zeligebundene Radioaktivltat von Zellen, die nicht mit anti- 
(TNF-BP)-Antikorpem behandelt worden waren, bestimmt (ungefahr 10 000 cpm/5xl0^ Zellen). 

45 

Beispiel 4 



50 Affinitatschromatographie 



FOr die weitere Reinigung wurden jeweils ein gemass Beispiel 3 erhaltener monoklonaier anti-(55 kD 
TNF-BP)-AnLikorper (2,8 mg/ml Gel). TNFa (3,0 mg/ml Gel) und Rinderserumalbumin (BSA, 8,5 mg/ml Gel) 
gemass den Vorschriften des Herstellers kovalent an GNBr-aktrvisrte Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala, 
65 Schweden) gekoppelt. Der gemass Beispiel 2 erhaltene Zellextrakt wurde ijbcr die so hergestellten und in 
der foigenden Reihenfolge hintereinandergeschalteten SSulen geleltef BSA-Sepharose-Vorsaule, Immunalfi- 
nitatssaule [Anti-(55 kD-TNF-BP)-Antik6rper]. TNFa-Ugand-AffinitatssauIe. Nach vollstandigem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten Saiulen abgetrennt und einzeln fOr sich rpit je 100 ml der foigenden 



11 



EP 0 417 563 A2 



markterter, affinitatsgereinigter (Mausinnrnunglobulin-Sepharose-4B-Affinitat33aule) Kaninchen-anti-Maus- 
[mmunoglobulin-Antikorper zum autoradiographischen Nachweis dieses Antikorpers eingesetzt. 

Proben, die gemass Beispiel 4 durch zweimalige TMP-a-Ligandenaffinitatschromatographie des Durch- 
laufs der Immunaffinitatschromatographie ertialten und durch HPLC gemass Beispiel 5 welter aufgetrennt 

5 worden waren, zeigten unter den oben spezifizierten SDS-PAGE- und Bfottransfer-Bedingungen zwei 
zusatzliche Banden von 75 kD und 65 kD, die beide im RItertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. Im 
Western Blot gemSss Towbin et al. (s.o.) reagierten die Proteine dieser beiden Banden nicht mit dem 
gemass Beispiei 3 hergestellten anti-(55 kD TNF-BP)-Antik6rper. Sie reagierten ailerdings mit einem 
monoklonalen Antikorper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Antikorper) gemass 

10 Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beispiei 7 

35 

Aminosauresequenzanalyse 



2ur Aminosauresequenzanalyse wurden die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Flltertost 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen mittels der in Beispiel 6 beschriebenen, nun jedoch reduzierenden, SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mit 125 mM Dithiothreitol) aufgetrennt. Es wurden die Qleichen 
Banden wie gemiss Beispiel 6 gofunden, die ailerdings auf Grund der rsduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alle um etwa 1-2 kD hOnere IVIolekulargewichte zeigten. Diese 
Banden wurden dann gemass Beispiel 6 auf PVDF-Membranen ubertragen und mit 0,i5% 35 Serva-Blau in 

25 Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Volumenteile) wShrend l Minute gefarbt. mit Methanol/'Wasser/Eisessig 
(45/48/7 Volumenteile) entfMrbt. mit Wasser gespUlt, luftgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei samtli- 
Chen Schritten wurden zur Vermeldung von N-terminaler Blockierung die von Hunkapiller 134] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. ZunSchst wurden die gereinigten TNF-BP unverMndert zur Aminosauresequen- 
zierung eingesetzt. Um zusatzliche Sequenzinformation zu erhalten, wurden die TNF-BP nach Reduktion 

30 und S-Carboxymcthylierung [Jones, B.N. (1986) in "Methods of Protein Microcharacterisation". J.E. Shively. 
ed., Humana Press. Clifton NJ, 124-125] mit Bromcyan (Tan-, Q.E. in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation", 165-166, op.cit.). Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die Peptide mittels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt. So vorbereitete Proben wurden dann in einem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-Gerat (Applied Biosystems Model! 470A, ABI, Foster City, 

36 Calif., USA) mit einem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-Aminosaureanalysator (Applied 
Biosystems Modell 120, ABI s.o.) sequenziert. wobel die folgenden Aminosauresequenzen bestimmt 
wurden: 

1., Fur die 55 kD-Bande (gemass nichtreduzie render SDS-PAGE): 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-GIn-X- 
40 Asn-Ser-ile, 
und 

Ser-Thr-Pro-GIu-Lys-Glu-Qly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wobel X fur einen AminosSurerest steht. der nicht bestimmt werden konnte. 
2.. Fur die 51 kD und die 38 l<D-Banden (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
45 Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-AsP-Arg-Glu 

3., FGr die 65 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-terminalen Sequenzierung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwei parallele Sequenzen ermittelt. Da 
eine der beiden Sequenzen einer Teilsequenz des Ubiquitins [36.37] entsprach. wurds fur die 65 kD- 
Bande die folgende Seqitenz abgelettet: 
so Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phs-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ssr-Thr-Cys. 

wobei X fijr einen Aminosaurerest steht. der nicht bestimmt werden konnte. 
Wetter© Peptidsequenzen fur 75(6S)kDa-TNF-BP wurden bestimmt: 
tle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 
und 

55 Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Qlu-Tnr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 

und 
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Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-GIy-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly-Glu-Ala 
und 

Lea-Cys-Ala-Pro 
und 

5 Val-Pro-His-Lsu-Pro-Ala-Asp 
und 

Gly-Ser-GIn-Gly-Pro-Glu-QIn-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 

wobei X fOr einen Aminosaurerest steht. der nicht bestinnnnt werden konnte. 

JO 

Beispiei 8 



;s Bastimmung von Basen-Sequenzen von komplementarer DNA (cDNA) 

Ausgehend von der Aminosauresequenz gemass Forme! lA wurden unter Berucksichtigung des 
genetischen Codes zu den Aminosaureresten 2-7 und 17-23 entsprechende. vollstandig degenerierte 
Oligonucleotide in geeigneter Komplementaritat synthetisiert ("sense" and "antlsense" Oligonucleotide). 

20 Totale zeliulare RNA wurde aus HL60-Zsllen isollert [42. 43], und der erste cDNA-Strang durch Oligo-dT- 
Priming oder durch Priming mit dem "antisense" Oligonudeotid mittels eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 
1256, Amersham, Amersham. England) gennass der Anieitung des Herstellers synthetisiert, Dieser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten dsgenerierten "sense" und "anti-sense" Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PGR, Perkin Elmer Cstus, Norwalk, CT, USA gemass Anieitung des 

25 Herstellers) dazu venwendet, die fur die Aminosaure-Reste 8-16 (Formel lA) codierende Basesequenz als 
cDNA-Fragment zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cDNA-Fragmentes lautet: 5- 
AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC-3'. Dieses cDNA-Fragment 'A'urde als Probe verwendet. um nach 
bekannten Verfahren einen fOr das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Klon in einer xgti i-cDNA-Genbank 
von monschllcher Placenta zu Identifizieren (42,43). Dieser Klon wurde dann nach Qblichen Methoden aus 

30 dem X-Vektor geschnltten und in die Plasmide pUC18 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUCl9 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/Ml3mp19 Bacteriophagen (Pharmacia, Uppsala, 
Sweden) kloniert (42,43). Die Nukleotidsequenz dieses cDNA-Klons wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biochemical, Cleveland, Ohio, USA) nach den Angaben des Herstellers bestimrmt. Die Nukleotidsequenz 
und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz fur das 55 kD TNF-BP und dessen Signalpeptid 

35 (Aminosaure "-28" bis Aminosaure "0") ist in Figur 1 mittels der im Stand der Technik Oblichen 
AbkCirzungen fur Basen wie AminosSuren dargestellt. Aus Sequsnzvergleichen mit anderen, bereits bekann- 
ten Rezeptcrproteinsequenzen lasssn sich ungefahr 180 Aminosauren snthaltende N-terminale wie 220 
Aminosaure enthaltende C-terminale Domanen, die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von 19 Aminosauren (in Figur 1 unterstrichen) getrennt werden, bestimmen. Hypo- 

40 thetische Glykosylierungsstellen aind in Figur 1 durch Sterne Cibsr dsr entsprechenden AminosSure 
gekennzeichnet. 

Im Wesentfichen analoge Techniken wurden dazu eingesetzt, 76/65 kD TNF-BP codierende Partieile 
cDNA-Sequenzen zu identifizieren, wobei allerdings In diesem Fall genomische humane DNA und von 
Peptid (I A abgeleiteten vollstandig degenerierte 14-mere und 15-mere "sense" und "antisense" Ollgonu- 

45 clGotide verv/endet wurden. um eine prim^re. 26 bp cDNA-Probe in einer Polymerase- Kettonreaktion 
herzustellen, Diese cDNA-Probe wurde dann dazu verwendete in einer HL-60 cDNA-Bibliothek cDNA-Klone 
von verschiedener Lange zu identifizisren. Dioso cDNA-Bibliothek wurde mittels isoiierter HL60 RNA und 
einem cDNA-Klonierungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers hergestellt. Die Sequent: eines 
solchen cDNA-Klons 1st in Figur 4 dargestellt. wobei nochmalige Sequenzierung zu folgender Korrektur 

so fuhrte. An Stelle des Serins in Position 3 muss ein Threonin das von "ACC" nicht von "TCC" kodiert wird. 
stehen. 



Beispiei 9 

ss 



Expression in COS 1-Zellen 
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FQr die Expression in COS-Zellen wurden Vektoicn ausgehend von dem Plasmid "pN11" kcnstruiert. 
Das Plasmid "PNil" enthalt den efRzienten Promotor und Enhancer dea "major immediate-early" Gone 
des menschlichen Cytomsgaloviajs ("HCMV"; Boshart et al, Cell 41^ , 521-530. 1985). Hinter dom Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, welche mehrere Restriktionsschnittstellen enthalt. die nur einmal im 
5 Plasmid vorkommen <"Polylinker"). u.a. die Schnrttstellen fUr HindllL Ball, BaMHI und Pvuti (siehe Se- 
quenz). 

PVUlI 

5 • -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 ' 
3 ' -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 ' 

Hinter dfesen Schnlttsteilen beflnden sich drei Translations-Stopcodons in alien drei Leserastern. Hinter dor 
,5 Polyiinkersequenz befindet sich das 2. Intron und das Poiyadenylierungsslgnal des Praproinsulingens dor 
Ratte (Lomedico et al., Cell IS . 545-558. 1979). Das Plasmid enthalt ferner den Replikatlonsursprung des 
$V40 Virus sowle ein Fragrnent aus pBR322. das E. coli-Bakterien Ampiciliin-Resistenz verleiht und die 
Repllkatton des Plasmids in E. coli ermoglicht. 

2ur Konstruktlon des Expressionsvektors "pN123" wurds dieses Plasmid "pNII" mit der Restriktlons- 
2Q endonukiease Pvull geschnitten und anschliessand mit alkalischer Phosphatase behandolt. Der dephospho- 
ryllerte Vektor wurds danach aus einem Agarosegel isoliert (VI), Die 5 -Oberhangenden Nuklootide des 
EcoRI-geschnittenen 1 .3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cDNA (siehe Beispiol 8) wurden mit Hilfo von 
Klenow-Enzym aufgefullt, Anschtiessend wurde dieses Fragment aus einem Agarosegel isoliert (F1). 
Danach wurden V1 und F1 mittels T4-Liga3e miteinander verbunden. E. coii HB101-2ellen v/urden dann mit 
25 dtesem LigierungsansaU nach bekannten Methoden [42] transform iert. Mit Hilfe von Rostriktionsanalysen 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten identifiziert. die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren. welches das U3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA in der 
fur did Expression uber den HCMV-Promotor korrekten Oricntierung enthteit. Dieser Vektor erhielt die 
Bezeichnung "pN123". 

Zur Konstruktion des Vektors "pKig" wurde folgendermassen verfahren. Ein DNA-Fragment. welches 
nur die fOr den extrazellularen Tail des 55 kD TNF-BP codierende cDNA enthalt (Aminosauren -28 bis 182 
gemass FIgur 1) wurde mittels PCR-Technologie erhalten (Saiki et a!., Science 230 , 1350-1354, 1985, 
siehe auch Beispiel 8). Die folgenden Oligonukleotide wurden. unr^ die tur den extrazellulMren Tsil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123" zu amplifizieren. vcrwendet: 

35 

BAMHI 

5 • -CACAGGGATCCATAGCTQTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 » 

40 ASP7L8 

3 ' -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5 ' 

Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter Aminosaure 182 
'^^ eingefuhrt. Das so amplifizierte DNA-Fragment wurda mit BamHI und Asp718 geschnittene die hierbei 
entstandenen iiberstehenden Enden mit Hilfe des Klenow-Enzyms aufgefullt und dieses Fragment an- 
schliessend aus einem Agarosegel isoliert (F2), F2 wurde dann mit VI llgiert und der gesamte Ansatz 2ur 
Transformation von E. coli HBIOI. wie bereils beschrlebene verwendet. Transformanten. die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren. welches das DNA-Fragment in der fur die Expression uber den 
^ HCMV-Promotor korrekten OrienLierung enthielten. wurden mittals DNA-Sequenzierung (s.o.) idenlifiziert. 
Das daraus isolierte Plasmid erhielt die Bezeichnung "pK19"'. 

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden "pN123" oder "pK19" wurde nach der von Feigner et 
al. verOffentlichten Lipofections-Methode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 . 7413-7417, 1987) durchgefuhrt. 72 
Stunden nach erfoigter Transfektion wurden die mit "pN123" transfizierten Zellen nach bekannten Metho- 
den mit '^^I-TNFa auf Bindung analysiert. Das Resultat der Scatchard-Analysc [Scatchard, G., Ann. N.Y. 
Acad. Sci. 51 . 660. 1949] der so erhaltenen Bindungsdaten (Figur 2A) ist in Figur 2B dargestellt. Die 
KulturOberstlnde der mit "pKig" transfizierten Zellen wurdsn in einem "Sandwich"-Test untersucht. Dazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech, Arlington. VA, USA) mit 100 Ul/Loch einos Kaninchen-anti-Maus 
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Immunglobulins (10 ug/ml PBS) sensibilisiert. Anschliessend wurde die Platte gewaschen und mit einem 
anti-55 kD TNF-BP-Antikorpsr. der gemass Beiapief 3 durch seine Antigenbindung nachgewiesen und 
iaoliert wurde. der eber die TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert. inkubiert (3 Stunden, 20 'C). Die Platte 
wurde dann wieder gewaschen und uber Nacht bei 4' C nnit 100 til/Loch der Kulturiiberstande (1:4 verdunnt 

5 nnit 1% entfetteter Milchpulver enthaltendem Puffer A: 50 mM Tris/HCl pH 7.4, 140 mM NaCl. 5 mM EDTA, 
0.02% Na-Azid) inkubiert. Die Platte wurde entleert und nnit ^^^l-TNFa enthaltendem Puffer A (10^ cpm/nni, 
too RHoch) mrt odor ohne Zusatz von 2 M-g/m! unmarkiortom TNF wahrand 2 Stunden bei 4*C inkubiert. 
Danach wurde die Platte 4 nnai mit PBS gewaschen. die einzelnen Locher wurden ausgeschnitten und in 
einem y-Zahler gemessen. Die Resultate von 5 parallelen Transfektionen (Saulen # 2, 3, 4, 6 und 7), von 

10 2wei Kontroll-Transfektionen mit dem pN11-Vektor (Saulen #1,5) und von einer Kontrolle mit HL60-Zell- 
Lysat (Saule # 8) sind in Rgur 3 dargestellt- 



Beispiel 10 

1G 



Expression in Insektenzellen 



20 Fur die Expression in einem Baculovirus-Exprcsslonssystem wurde von dem Plasmid "pVLg4r' 
(Luckow und Summers. 1989, "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
California Nuclear Polyhedrosis virus Expression Vectors", Virology 170 , 31-39) ausgegangsn und dieses 
tolgendermassen moditizlert. Es wurde die einzige EcoRI-Restriktionsschnittstelle in "pVL94r' entfernt. 
rndem das Plasmid mit EcoRl geschnitten und die Uberstehanden s'-Enden mit Klenow-Enzym autgetuilt 

25 wurden. Das hieraus erhaltene Plasmid pVL94i/E- wurde mit BamHI und Asp7i8 verdaut und der 
Vektorrumpf anscliliessend aus etnem Agarosegsl isoiiert. Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
Oltgonukleotid der folgenden Sequenz ligiert: 

BaraHI EcoRl Aspvia 

30 

5 ' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3 ' 

3 ' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5 ' 

35 E. coli HB101 wurde mit dem Ligierungsansatz transfonniert und Transform anten, die ein Plasmid 
enihielten, in welches das Oligonukleotid korrakt Gingebaut worden war. wurden durch Restriktionsanalyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) identifiziert; dieses Plasmid wurde "PNR704" 
genannt. Zur Konstruktion des Transfer^/ektors "pNll3" wurde dieses Plasmid "pNR704" mit EcoRl 
geschnitten, mit alkalischer Phosphatase behandelt und der so erzeugte Vekton^umpf {V2) anschliessend 
aus einem Agarosegel Isoiiert. Das wle oben mit EcoRI geschnlttene 1.3 kb-Fragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 ligiert. Mit diesem Ligierungsansatz erhaltene Transformanten. die ein 
Plasmid erthielten, welches das cDNA-lnsert in der korrekten Orientierung fOr die Expression Ober den 
Polyhedrinpromotor enthielten, wurden identifiziert (s.o.). Der daraus isolierte Vektor erhlelt die Bezeichnung 
"PN113'". 

^5 Zur Konstruktion des Transtervektors "pN1l9" wurde folgendermassen vorgegangen. Das 1,3 kb 
EccRl/EcoRi-Fragrnent der 55 kD TNF-BP cDNA in dem "pUC19"-Plasmld (siehe Beispiel 8) wurde mit 
BanI verdaut und mit dem folgenden synthetischen Ollgonukleotid figiert: 

BanI Asp718 
5 ' - GCACCACATAATAGAGATCTQGTACCGGGAA - 3 ' 
3 ' - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5 ' 

Mit dem ooigen Adaptor werden zwei Stopcodons der Translation hinter Aminosaure 182 und eine 
Schnittstelle fur die Restrtktionsendonuklease Asp7l8 eingebaut. Nach erfolgter Ligation wurde der Ansatz 
mil EcoRl und Asp7i8 vardaut und das pariielie 56 kO TNF-BP-Fragment (F3) isoiiert. Weiterhin wurde das 
ebenfalls mit Asp7i8 und EcoRl geschnittene Plasmid "pNR704" mit F3 ligiert und der Ligierungsansatz in 
E. coli HB101 transformlert Die icentifikation der Transfonm anten, welche ein Plasmid enthielten. in das die 
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partlelle 55 kD TNF-BP cDNA korrekt fOr die Expres sion integriert worden war, erfolgte wie bereits 
beschrieben. Das aus diesen Transformanten isolierte Plasmid erhielt den Namen "pNHQ". 

Zur Konstruktian des Transfervektors "pNl24" wurde folgencermagsen vorgegangen. Das in Beispiei 9 
beschriebene. fUr den extrazellulSren Tail des 55 kD TNF-BP codierende cDNA-Fragment wurde mit den 

5 angegebenen Oligonukleotiden mit Hilfe der PCR-Technologie. wie in Beispiei 9 beschriebene amplifiziert. 
Dieses Fragment wurde mit BamHl und Asp718 geschnitten und aus einem Agarosegel isoliert (F4). Das 
Plasmid "pNR704" wurde ebenlalls mit BamHl und Asp71S geschnltten und der Vektorrumpf (V4) wurde 
isoliert (s.o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert. E. coli HBlOl damit transfomniort und der 
rekombinante Transfervektor "pN124" wurde. wie besclirieben. identifiziert und isoliert. 

10 Zur TransfekU'on der Insektenzellen wurde folgendermassen vorgegangen. 3 ug des Transfervektors 
"pN113" wurden mit 1 u.g DNA des Autographa californica-Nuklear-polyhedrosisvlrus (AcMNPV) (EP 
127839) in Sf9'Zellen (ATCC CRL 1711) transtektiert. Polyhedrin negative Viren wurden IdentifiHlert und aus 
"Plaques" gereinigt [52]. Mit diesen rekombinanten Viren wurden v/iederum Sf9 2ellen wie in [52] 
beschriebene infiziert Nach 3 Tagen in Kultur wurden die infizierten Zellen auf Bindung von TNF mittels 

15 ^25i.jNFff untersucht. Dazu wurden die transfektierten Zellen mit einer Pasteurpipette von der Zellkultur- 
schale abgewaschen und bei einer Zelldichte von 5x10^ Zellen/ml Kulturnnedium [52], das 10 ng/ml ^^^\- 
TNF-a enthieU. sowohl in Anwesanheit wie Abv/esenhelt von 5 ug/'ml nichtmarkiertom TNF-or re suspend I art 
und 2 Stunden auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mit reinem Kulturmedium gewaschen und die 
zeilgebunden© Radioaktivitat in einem y-Zahler gezahit (siehe Tabelle 2). 

20 

Tabelle 2 



Zellen 


Zellgebundene 
Radioaktivitat pro 10^ 
Zellen 


nichtinfizierte Zelien (Kontroile) 


60 cpm 


infizierte Zeilen 


1600 1 330 cpm^> 



Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



Beispiei 1 1 

Analog zu dem in Beispiei 9 beschriebenen Verfahren wurde das fur dor extrazeliularen Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDN A- Fragment, nun jedoch mit den folgonden Oligonukleotiden als Primer, in 
einer Polymerasen-Kettenreaktion amplifiziert: 

OligonuJcIeotid 1: 
Sst I 

S ' -TAG GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 ' 
OligonuJcIeotid 2: 

' Sst I 

5' -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG-3 * 
Dieses cDNA-Fragment wurde in den pCD4-H73-Vektor [DSM 5523; Europaische Patentanmeldung Nr. 
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90107393.2; Japanische Patentanmeldung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No. 510773/90] ligiert. 
au3 dem die CD4-cDNA iiber die Sst l-Restriktions-Schnittstellen herausgenomrriGn wordon war. Sstl- 
Schnittstallen befinden sich in dom Vektor pCD4-H73 sowohl vor wi© in dom CD4-Teitsequonzstuck wie 
dahrnter. Das Konstrukt wurde mittels Protoplastentuslon nach 01 et al. (Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 , 

5 825-829, 1983) in JSSS-Myelomzellen (ATCC Nr. TIBS) transflzlert. Transfektanten warden durch Zugabe 
von 5 lig^'mi Mycophenolsaure und 250 ug/ml Xanthin (Traunecker et al., Eur. J. Immunol. 16 , 851-854 
[1086]) in daa Grundmedlum (Dulbecco's modifiziertes Eagle's Medium: 10% fotales Kalberserum, 5 x 
ib'^M 2-Mercaptoethanol) selektioniert. Das von den transtlziortcn Zcllen sekretterts Expressionsprodukt 
konnte mittels ubiicher Methoden der Protoinchemie, z.B. TNF-BP-Antikdrper-Affinitatschromatographie, 

10 gereinigt werden. Falls ntcht bcreits spozifisch angegeben, v/urden zur Kultivierung dar verwendeten 
ZelHinien, zum Klonicren, Selektioniercn bzw. zur Expansion der klonierten Zellen Standardverfahren, wie 
2.8. von Freshney, R.L in "Culture of Animal Cells", Alan R. Liss, Inc., New York (1983) beschrieben. 
verwendet. 

15 
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Anspruche 

40 

1. Nichtlosliche Proteine und Idsliche Oder nichtlSsllche Fragmente davon, die TNF blnden, in homogener 
Form, sowie deren physjologisch vertragliche Seize. 

2, Verbindungen gemass Anspruch 1. die durch Molekulargewichte gemass SDS-PAGE unter nichtreduzie- 
renden Bedlngungen von etwa 55 kD und 75 kO charakterisiert sind. 

45 3. Verbindungen gemass einem der AnsprOche 1 und 2. die wenigstens eine der folgenden Aminosaurese- 
quGHzen enthalten: 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly'Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Vat-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle'His-Pro-GIn-X'Asn- 
Ser-lle; 

Ser-Thr-pro-Glu-Lys-Glu-GIy-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys; 
50 Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-AIa-Pro-Glu-Pro-Giy-Ser-Thr-Cys: 
lle-X-Pro-Gly-Pha-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu; 

Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Prc-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu; 
Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ata-GIy-Glu-Ala; 
SB Leu-Cys-Ala-Pro; 

Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 

Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-V-Leu-lle-X-Ala-Pro 
wobel X fOr einen nicht bestimmten Amrnosaurerest steht. 
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4. DNA-Sequenzen, die fur nichtlosliche Proteine oder losliche wie nichttosliche Fragment© davon, die TNF 
binden. kodieren, wobei solche DNA-Sequenzen aus den folgenden auswahlbar aind: 

(a) DNA-6equeazen, wie si© in Figur 1 oder Figur 4 dargestellt sind, wie deren komplenftontaren Strange, 
Oder solche, die diese Sequenzen umfassen; 
5 (b) DNA-Sequenzen, die mit wie unter (a) definierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybridisieren; 
(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Codes nicht mit Sequenzen. wie unter 
(a) und (b) definierte hybridisieren. aber die fiir Polypeptide mit genau gleicher Aminosauresequenz 
kodieren. 

5. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 4, die eine Kombination aus zwei Tell-DNA-Sequenzen umfassen. 
10 wobei dfs eine Teilscquenz fur losliche Fragmente von nichtlosllchen Protelnen, die TNF binden kodiert 

und die andcrc Tcli-Sequenz, fur alie Domanen ausser der ersfen Domane der konstanten Region der 
schweren Kette von humanen immunglobuiinen, wie IgG, IgA, IgM bzw. IgE, kodiert. 

6. DNA-Sequenzen gemass Ansprucln 5. wobei besagte humane Immungiobuline IgM bzw. solche der 
Klasse IgG sind. 

IS 7, DNA-Sequenzen gemMss Anspruch B. wobei besagte humane Immungiobuline solche vom Typ Igl bzw. 
Ig3 sind. 

B. Von DNA-Sequenzen gemass einam der AnsprOche 4-7 kodierte rekombinante Proteine, wie allellsche 
Varianten, Oder Deletions-, Substitutions- Oder Additionsanaloge davon. 

9. Vektoren. die DNA-Sequenzen gemass einem der AnsprOche 4-7 enihalten und zur Expression der von 
20 diesen DNA-Sequenzen kodierten Protelnen in prokaryotischen- wie eukaryotischen Wirtssystemen geerg- 

net sind. 

10. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssystemen die mit einem Vektor gemass Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. Wirtssysteme gemass Anspruch 10. wobei dtese SSuger- oder Insektenzelien sind. 

25 12. Gegen eine Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 gertchtete Antikorper. 

13. Ein Verfahren zur Isolierung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeich- 
net, dass man im wesentlichen die folgenden Reinigungsschritte nacheinander ausfuhrt; Herstellung eines 
Zellextraktes. ImmunaffinitSltschromatographie und/oder ein- oder mehrfache Ligandenaffinitatschromatogra- 
phie, HPLC und praparative SDS-PAGE und falls gewUnschte die so isolierten Verbindungen chemisch oder 

30 enzymatisch spaltet und/oder in geeignete Saize Oberfuhrt. 

14. Ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemass Anspruch 8, das dadurch gekennzeichnet ist. 
dass man ein wie in Anspruch 10 oder 11 beanspruchles transformiertes Wirtssystem in einem geetgneten 
Medium kultivlert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium solche Verbindungen isoliert. 

15. Pharmazeutische Praparate. dadurch gekennzeichnet, dass ste eine oder mehrere Verbindung(en) 
35 gemass einem der Anspruche 1-3 oder S, gewunschtenfalls rn Kombination mit weiteren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten. therapeutisch verLraglichen Tragermaterielien snl- 
halten. 

16. Pharmazeutische Praparate zur Behandlung von Krankheiten, bei denen TNF involviert ist, wobei solche 
Praparate dadurch gekennzeichnet sind, dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) gemass ernem der 

40 Anspruche 1-3 oder 8, gewunschtenfalls in Kombination mit weiteren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nicht-tOKischen, inerten, therapeutisch vertraglichen Tragermaterialien enthalten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder Q zur Behandlung von Krankhei- 
ten. 

1B. Verwendung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
45 ten. bei denen TNF involviert ist. 

19. Eine wie in einem dsr Anspruche 1-3 oder 8 beanspruchte Verbindung wann immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergestellt worden ist. 



50 



55 



20 



EP 0 417 563 A2 



Fiaur 1 



-185 G^TTCGGGGGGGTTCAAGilTCACTGGGACCAGGCCGTGAZCTCTATGCCCGi^TCTCAA 
-125 CCCTCAACTGTCAOCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAG^ 
-65 CCAGCACTGGCGCTGCC&au:TGCCCTGAaCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCATAGCT6 
'*28 • • • • • 

-30 MetGlyLeuSerThrValProAspLeuLeuLeiiProLeuValLeuLeuGluLeu 
-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTGACCTGCTGCTGCCGCTGGTGCTCCTGGAGCTG 

• • • • • • 
-10 LeuValGlylieTyrProSerGlyVallleGlyLeuValProHisLeuGlyAapArgGlu 

55 TTGGTGGG?ATATACCCCTatfXMGTTATTG62^TGGTCCCTCaCCT 

*** 

• * • t • ■ 
10 LyaArgAapSerValCysProGlnGlyLysTyrlleHlsProGlnAsnAanSerlleCys 

115 JAGAGAGftTAGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCa^CCTCaAAA^^ 

30 CyaThrLysCysHiaLysGlyThrTyrLeuTyrAflnAflpCyaProGlyProGlyGlnAsp 
175 TGIACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGC^^ 

• » • • • ■ 

50 ThrABpCysArgGluCysGluSerClySerPheThrAlaSerGluAsnKisLeuArgHis 
235 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGMCGGCTCCTTCACCGCTTCaCAAAACCACCTCAGACAC 

■ ■ ■ • • • 

70 CysLeuSerCysSerLysCysArgLysGluMetGlyGlnValGluIleSerSerCysThr 
295 TGCCTCaUKITGCTCC&AATGCCGAAAGGAAATGGGTa^TGGAG&TCTCTTCTTGCA^ 

• • • • ■ « 

90 ValAspArgAspThrValCysGlyCysArgLysAsnGlnTyrArgHisTyrTrpSerGlu 
355 GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCGGCAT 

*** 

• I • • • 
110 AsnLeuPheGinCysPheAsnCysSerLeuCysLeuAsnGlyThrValHisLeuSerCys 
415 JUtf:CPTTTCCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTGC2^CTCTrc^ 

130 GInGluLy sGlnAsnThrValCysThxCysHlsAlaGIyPhePheLeuArgGluAsnGlu 
475 CAGGAGAAACAGAACJ^GTGTGCACCTGCCATGCAGGTTTCTTTCTAASAGAAAACG^ 

150 eysValSerCysSerAsnCysLysLysSerLeuGluCysThrLysLeuCysLeuProGln 
535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAG 

170 IleGluAsnValLvfiGlvThrGluAjgpfiArai yThrThr Vfll T^nr.f>iiPrnT,PnVal TTp 
5 95 ATTGACSAATGTTAAGGGCACTGAGGACTCAGGCACCAC^ 

■ -•«•» 
1 90 Ph^Ph^ni yLguCyqLAtjLQM.qftr-T^fi^j ^euPhel leG lyLguMAt-TyrAroTyrGl nA^q 

S55 TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCTCTTCATTGGTTTAATGTATCGCTACC^ 

• •«.«. 
210 TrpLysSerLysLeuTyrSerlleValCysGlyLysSerThrProGluLysGluGlyGlu 
7 1.5 TGGAAGTCCAAGCTCTACTCCATTGTTTGTGGGAAATCGACACCTGAAAAAGAGGQGGAG 

*** 

230 LeuGluGlyThrThrThrLysProLeuAlaProAsnProSerPheSerProThrProGly 
775 CTTGAAGGAACTACTACTAAGCCCCTGGCCCCAAACCCAAGCTTCAGTCCC:^ 

- - . - . 

250 PheThrProThrLeuGlyPheSerProValPraSerSerThrPheThrSerSerSerThr 
8 35 TTCACCCCCACCCTGGGCTTCAGTCCCGTGCCCAGTTCCACCTTCACCTCCAGCTCC^ 

• " - • • 

270 Ty rThrP roGlyAspCy sPr oAsnPheAlaAlaP r oArgArgGluValAl aP roP ro Ty r 
8 95 TATACCCCCGGTGACTGTCCCAACTTTGCGGCTCCCCGCAGAGAGGTGGCACCACCCTAT 

• • » . . • 
290 GInGlyAlaAspProIleLeuAlaThrAiaLeuAlaSerAspProIleProAanProLeu 
955 OmSGGCTGACCCCATCCTTGCGACACXICCTCGCCTCCGACCCCATCCCC^^ 
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FiQur 1 (Forts.) 



310 GlnLysTrpGluAspSerAlaHisLysProGlnSerLeuAspThrAspAspProAlaThr 

1015 GAGAAGIGGGAGGAO^GCGCCOVCJUVGCCACAGAGCC^^ 

330 LeuTyrAlaValValGluAsnValProProLeuArgTrpLysGluPheValArgAxgLeu 

1075 CTGTACGCCGTGGTGGAGAACGTGCCCCCGTTGCGC73GAAGGAATTC6TGCGGCGCCTA 

• ••••• 

350 GlyLeuSerAspHisGluIleAspArgLeuGluLeuGlnAsnGlyArgCysLeuAxgGlu 

1135 gggctgagcgaccacgag;itcgatcggctggagctgcagaacgggcgctgcctgcgcgag 

• * • • » • 

370 AlaGlnTyrSerMetLeuAlaThrTrpArgArgArgThtProArgArgGluAlaThrLeu 

1195 GCGCAATACAGC&TGCTGGCGACCTGO^GGCGGCGCACGCCGCGGCGCGAGGCaiOGCTC 

390 GluLeuLeuGlyArgValLeuArg^pMetAapLeuLeuGlyCy sLeuGluAspl leGlu 

1255 GAGCTGCTGGGftCGCGTGCTCCGCQ^CATGGACCTGCTGGGCTGCCTGGAGGACATCGAG 

« * I ■ t • 

410 GluAlaLeuCysGlyProAlaAlaLeuProProAlaProSerLeuLeuAx? 

1315 GRGGa3CTTTGCGGCCCCGCCGCCCTCCCQCCCGCGa:caGTCTTCTCACATGaGGCTGC 

1375 GCCCCTGCGGGCAGCTCTAAGGACCGTCCTGCGAGATCGCCTTCCAACCCCACTTTTTTC 

1435 TGGAAAGGAGGGGTCCTGCAGGGGCAAGCAGG^GCTAGCAGCCGCCTACTTGGTGCTAAC 

1495 CCCTCGATGTACATAGCTTTTCTCa^TGCCTGCGCGCCGCCGACftGTCAGCGCTGTGCG 

1555 CGCGGAGAGAGGTGCGCCGTGGGC7CAAGAGCC7GAGTGGGTGGTTTGCGAGGATGAGGG 

1615 ACGCTATGCCTCATGCCCGTTTTGGGTGTOCTCACCMCAAGGCTGCTCGGGGGCCCCTG 

1675 GTTCGTCCCTGAGCCTTTTTCACAGTGCATAAGCAGTTTTTTTTGTTTTTGTTTTGTTTT 

1735 GTTTTGTTTTTAAATCAATCATGTTACACTAATAGAAACTTGGCACTCCTGTGCCCTCTG 

1795 CCTGGACAAGCACATAGCAAGCTGAACTGTCCTAAGGCAGGGGCGAGCACGGAACAATGG 

1855 GGCCTTCASCTGGAGCTGTGGACTTTTGTACATACACTAAAATTCTGAAGTTAAAAAAAA 

1915 AACCCGAATTC 
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Figur 2A 
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Fiqur 5 
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ElauL i 



SerAapSepUa t CysflspSarCyaG I uRapSerThrTyrThrC I nLauTppflsnlppUa I 
TCGGflCTCCGTGTGTGflCTCCTGTCflGGflCflGCflCflTflCfiCCCflGCTCTGGflflCTGCGTT 

PpoG I uCysLeuSerCysG I ySerflpgCyaSerSerfispG I nUa I G I uThrG i nR I aCya 
CCC6a6T6CTTGflGCTGTG6CTCCCCCTGTflGCTCTCflCCfl6eTC6flHflCTCaflGCCTGC 

• • I < < I 

ThrflrgG I uG I nflanflrg I 1 eCyaThpCyaftrgProG I yTrpTyrCysfl I aLeuSerLys 
flCTCGGGHflCHGflHCCGCflTCTGCflCCTCCRGGCCCCGCTGGTflCTGCGCGCTGflGCnflC 

6 1 nG I uG I yCy 9RrgLeuCy3fl I aProLeuProLysCysArgProG I yPhaG 1 yUa I R I a 
CflGGflCGGGTGCCGGCTGTGCCCGCCGCTGCCGflflGTGCCGCCCGGGCTTCGGCCTGGCC 

flrgProG I yThrG I uThrSerflapUa I Ua I CysLyaPr oCysfl I aProG I yThrPheSer 
flGflCCflGGflflCTGRflflCflTCfiGflCGTGGTGTGCflflGCCCTGTGCCCCGGGGflCGTTCTCC 
» • . » I I 

flsnThpThrSerSepThpflspl leCyaflpgPpoHlsGlnl leCyaflanUolUalfllol le 
flflCflCGflCTTCflTCCflCGGflTflTTTGCRGGCCCCnCCflGBTCTGTflflCGTGGTGGCCflTC 

• • • t • « 

PpoO I yBanR I aSepflpgflapfl I aUc I CysThpSerThpSepPpoThpflpgSepflet fl I a 
CCTCGGRflTGCRflGCRGGGRTGCRGTCTGCflCGTCCflCGTCCCCCflCCCCGRGTATGCCC 

PpqG I yR i aUa i H I aLeuPpoG i nPpoUa I SapThpRpgSopQ I nH i aThpG i nPpoSep 
CCflCGGCCflGTflCflCTTflCCCCRGCCflGTGTCCflCflCGRTCCCflflCflCflCCCflCCCflflGT 

• • • . I • 

PpofiluProSapThpflloPpoSepThpSepPheLeuLeuPponetGlyPpoSepPpoPpo 
CCflGRRCCCflGCflCTGCTCCflflGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflRTGGGCCCCflQCCCCCCfl 

RIaGluGtySepThpGlyRapPheRlaLeuPpoUglGlyLeui leUalGlyUolThpRlo 
GCTGRRGGGRGCflCTGGCGRCTTCGCTCTTCCRGTTGCflCTGflTTGTGGGTGTGflCflGCC 
' • . . . • 

LeuGIyLeuLeui lei leGiyUalUaiRanCysUdl I lenelThpGlnUalLyaLyaLya 
TTGGGTCTflCTflflTRRTflGGflCTGGTGRRCTGTGTCRTCflTGflCCCRGGTGflRRflflGflflG 

ProLeuCyaLeuC I nflpgG I ufl I oLyaUa I PpoH i aLeuPpofl I aflapLyafl 1 aftpgG I y 
CCCTTGTCCCTGCRGRGRGRRCCCflflGGTGCCTCflCTTGCCTGCCCRTRRGGCCCGGGGT 

• . . . • 

ThpG I nG I yPpoG I uG I nG > nH i sLeuLeu 1 1 eThpfl I aPpoSepSepSopScpSepSep 
RCflCflGGGCCCCGflGCRGCflGCflCCTGCTGRTCflCflGCGCCGflGCTCCRGCflGCflGCTCC 

' t t • • 

LeuG I uSepSepfl I oSepR I aLeuflapRpgflpgR I aPpoThpflr gftanG I nPpoG I nfl I a 
CTCGRGflGCTCGGCCflGTGCGTTGGflCHGflflGGGCGCCCflCTCGGflfiCCRGCCflCflGGCR 
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Ftour 4 ( Fortsetzung )^ 



* • I • ■ * 

2B1 ProG I yUa i 6 1 uA I oSarC I yA I aG I yG i uA I aflrgA { aSepThpG i ySerSerA I aAsp 

841 CCAGGCGTG6A66CCfl6T6GGGCCGGCGAGGCCCG66CCR6CACCGGCflGCTCflGCn6RT 

301 SerSerPpoG I yG 1 yH 1 36 1 yThrG I nUa I flsnUa I ThrCys i I eUa I AsnUo i CysSer 

901 TCTTCCCCTCGTGCCCRTGGGflCCCflGGTCRATGTCACCTGCflTCCTGflflCGTCTGTflGC 

321 S«rS«pfl9pH I 9S«pS«p6 I nCyaSspSepG 1 nA I aStpSapThprieiG I yAspThpRap 

961 flCCTCTGflCCRCRGCTCflCflGTGCTCCTCCCflAGCCflGCTCCflCflflTGGDRGflCflCflCflT 

341 SerSepPpoSerG i uSerPr oLysAspG I u6 1 nUa I PpoPhaSepLy sG I uG I uCyafl I a 

1021 TCCflCCCCCTCCGflGTCCCCCRflGGRCGRGCflGGTCCCCTTCTCCRRGGRGGRRTGTGCC 

361 PheflpgSerG I nLeuG I uThrProG I uThrLeuLeuG 1 ySerThrC I uG I uLyaPpoLou 

1 OS 1 TTTCGGTCflCflGCTGGRGflCQCCflGRGflCCCTGCTGGSCflGCflCCGflRGRGflflGCCCCTG 

331 PpoLeuG I yUa I ProAapA I oG I yrietLyaPpoSep 

1 Ml CCCCTTGGRQTGCCTGflTGCTGGGflTGflflGCCCRGTTflftCCRGGCCGGTGTGGQCTGTGT 

1 201 CGTAGCCRRGGTGGCTCflGCCCTGGCflGGRTGACCCTGCCflRGGGGCCCTCGTCCTTCCa 

1261 GGCCCCCflCCflCTRGGflCTCTGRGGCTCTTTCTGGGCCflflGTTCCTCTflGTGCCCTCCflC 

1321 RGCCGCflGCCTCCCTCTGACCTGCRGGCCRHGRGCnGRGGCRGCGRGTTGTGGRBRGCCT 

1381 CTGCTGCCflTGGCGTGTCCCTCTCGGflflGGCTGGCTGGGCflTGGACGTTCCCGGCRTGCT 

M41 GGGGCflflGTCCCTCRGTCTCTGTGflCCTGCCCCCCCCflCCTQCRCCTGCCflGCCTGGCTT 

1 501 CTGGRGCCCTTGGGTTTTTTGTnGTTTCTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1561 TCTGCCCflGCTCTGGCTTCCflGnflflRCCCCflGCRTCCTTTTCTGCflGRGGGGCTTTCTGC 

1621 nGRGGRGGCflTCCTGCCTGflGTCACCCRTGRflGRCflGGRCflGTGCTTCRGCCTCRCGCTG 

1 60 1 AGflCTGCGGGRTGGTCCTGGGGCTCTGTGCAGGGRGGRGGTCGCRGCCCTGTRGGGARCG 

1741 GGGTCCTTCRRCTTflGCTCflGGflGGCTTGGRAflGCRTCflCCTCflGGCCflGGTCCflGTGGC 

1801 TCRCGCCTflTGflTCCCflGCflCTTTGGGflGGCTGRGGCGGGTGGflTCRCCTGRGGTTflGGfl 

1861 GTTCGHGHCCflGCCTCGCCflflCflTCGTRflflfiCCCCflTCTCTflCTflAAAATflCflGRRRTTA 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCflCCTRTRGTCCCflGCTflCTCflGflRGCCTGflGQCTGGCflRRT 

1 90 1 CGTTTGARCCCGGGAAGCGGAGGTTGCRGGCRGCCGRGRTCflCGCCRCTGCACTCCRGCC 

2041 TCGGCCflCRGRGCGRGRCTCTGTCTCRflRRGnRRRRRflHRRRGCflCCGCCTCCRRflTGCT 

2101 flRCTTGTCCTTTTGTflCCRTGGTGTGARRGTCAGATGCCCflGAGGCCCCBCGC AGGCCflC 

2161 CRTATTCAGTGCTGTGGCCTGGCCRRGHTflflCGCRCTTCTflACTAGRAATCTGCCARTTT 

2221 TTTRAARARGTRRGTRCCRCTCRGGCCRflCRRGCCRRCGflCRRRGCCRRflCTCTGCCflGC 

2281 CflCRTCCRRCCCCCCflCCTCCCATTTGCfiCCCTCCGCCTTCRCTCCGGTGTCCCTCCAG 
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@ Die vorliegende Erftndung betrlfft nichtlosliche 
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davon. die TNF binden, in homogener Form, sowie 
deren physliogisch vertraglichen Saizo, insbesonde- 
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Bedingungen), Verfahren zur Isollerung solcher Pro- 
teinen Antikorper gegen solche Proteine, DNA-Se- 
quenzen, die fOr nichtlosliche Protein© sowie Iosli- 
che Oder nichtlosliche Fragmente davon, die TNF 
binden, kodieren. wie solche, die fur Proteine kodie- 
ren, die zum einen Teil aus einem Idslichen Frag- 



ment das TNF bindet und zum anderen Teil aus 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten 
Region der schweren Kette humaner Immunglobuli- 
ne bestehen und die davon kodierten rekombinanten 
Proteine wie Verfahren zur deren Herstellung mittels 
translormierter pro- wie eukaryotischer Wirtszeiien. 
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documents submitted by the appHcant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 



111 SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: - 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 



BLACK BORDERS 



□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 



□ FADED TEXT OR DRAWING 




BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 



